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(57) Abstract 



The invention relates to purified antibodies specifically directed against the lipopolysaccharidcs (LPS) of gram negative 
bacteria. Said antibodies are characterized in that they are obtained in a single step, with an enrichment factor greater than 500 
and preferably greater than 750, by immunoaffinity chromatography of the anti-LPS antibodies present in biological liquids 
which binds said antibodies to the LPS antibodies immobilized on a support. The invention also relates to pharmaceutical com- 
positions containing said antibodies. 



(57)Abrege 

La prcscnte invention conceme des anticorps purifies specifiquement diriges contre les lipopolysaccharidcs (LPS) des bac- 
teries gram negatif, caracterises en ce qu'ils sont obtenus en unc 6tape avec un facteur d'enhchissement supeiieur a 500 et de pre- 
ference superieur a 750 en realisant une chroraatographie d'immunoaffinite des anticorps anti-LPS presents dans des liquides 
biologiques, ladite chromatogniphie mettant en suvre la fixation desdits anticorps sur des antigenes LPS immobilises sur un sup- 
port. La presente invention se rapportc cgalement aux compositions pharmaceutiques contenant lesdits anticorps. 
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ANTICORPS PURIFIES SPECIFIQUEMENT DIRIGES CONTRE LES 
LIPOPOLYSACCHARIDES (LPS) PES BACTERIE5 GRAM NEGATIF 

La presente invention se rapporte a des anticorps purifies 
^ specifiquement diriges centre les lipopolysaccharides (LPS) des bacteries 
gram-negatif. 

La surface de la membrane externe des bacteries a gram 
negatif est essentiellement constituee de lipopolysaccharides ou LPS. La 
liberation de ces LPS dans Torganisme humain, accrue par rutilisation 
^0 d'antibiotiques, induisant la liberation d'endotoxines a partir de bacteries 
Tuees, provoque des chocs graves voire mortels (80 000 morts aux Etats-Unis 
chaque annee). En effet, parmi les actions biologiques des LPS on peut 
citer : 

- une toxicite qui peut fitre mortelle, 

^5 - une modification de la regulation thermique, 

- des troubles circuiatoires etc- 

- des modifications leucocytaires, 

Peu de traitements existent a I'heure actuelle pour eviter ces 
chocs endotoxiniques, ce qui incite de nombreuses equipes a s'interesser a 
20 toute substance pouvant jouer un role antagoniste a Taction de ces LPS. 

La structure des LPS de toutes les bacteries gram negatif peut 
etre schematisee ainsi. EUes presentent toutes une structure constituee 
d'une partie lipidique, le lipide A, responsable en grande partie des effets 
toxiques des LPS. Ce lipide A est rattache a un noyau (core) par un 
2^ trisaccharide le 2-ceto-3-desoxyoctonate ou KDO. Sur le noyau, dont la 
structure polysaccharide est commune a tous les LPS, sont liees des chaines 
laterales ou sequences polyosidiques qui conservent a chaque souche sa 
specificite antigenique. 

Des souches mutantes, dites rugueuses, ne synthetisent pas ces 
chaines lateraJes. Leurs LPS possedent des proprietes antigeniques dues 
uniquement au lipide A et au noyau. 

Puisque la plupart des effets toxiques de Tendotoxine sont a 
associer a la partie lipidique A du LPS, il a ete envisage qu'une 
immunisation avec des mutants rugueux des bacteries gram negatif 
permettrait d'obtenir des anticorps susceptibles d'eviter les chocs 
endotoxiniques d'une grande variete d*organismes gram negatif. 

FEUILLE DE REMPLACEMENT 
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Les anticorps dirlges contre les LPS de ces souches rugueuses 
seraient diriges contre la plupart des LPS bacteriens. 

E. Ziegler, aux U.S.A., a montre, des 1985, que I'injection de 
plasma de sujets vaccines par le LPS de la souche J5 de E. Coli (structure 
commune a toutes les bacteries gram negatif, responsable du choc septique 
mais sans danger pour les sujets vaccines) entrainait une reduction 
significative, non pas des infections bacteriennes elles-mSmes, mais des 
chocs septiques et de la mortalite. Toutefois, des immunoglobulines 
intraveineuses (obtenues par fractionnement de Cohn et traitees a la 
pepsine a pH U), n'ont pas montre leur efficacite dans le traitement des 
chocs (le travail de Baumgartner a Lausanne : colloque a Amsterdam, 1988). 
En revanche, dans les etudes experimentales animales, des immunoglobu- 
lines preparees a partir de plasmas selectionnes pour leur titre en anti-LPS 
ont pu prevenir I'infection bacterienne chez des animaux infectes (GAFFIN 
15 et al. : Vox Sanguinis _Jf8, 276-83, 1985). 

Toutefois, pour des raisons pratiques qui sont prmcipalement 
dues a des difficuites d'approvisionnement, de stockage et d'administration, 
I'antiserum dirige contre E. coli 35 n'est pas approprie pour une utilisation 
clinique a grande echelle. En revanche, une preparation d'immunoglobulines 
purifiees, obtenue a partir d'un pool de plasmas de volontaires naturelle- 
ment immunises, offrirait, elle, de nombreux avantages. 

Tout d'abord, une telle preparation pourrait §tre disponible 
sous une forme lyophilisee, appropriee a une longue conservation. Enfin, 
radministratiori de cette preparation par voie intraveineuse permettrait 
I'injection de quantite importante en produit actif avec une perte limitee 
dans I'organisme. 

Le but de la presente invention est precisement de repondre a 
cet objectif. II vise a elaborer des preparations riches en immunoglobulines 
specifiques pour des utilisations therapeuiiques et utiles tout particuliere- 
30 ment pour prevenir le choc septique en clinique humaine. 

La technique utilisee selon ['invention pour preparer ces 
anticorps anti-LPS, sous une forme purifiee, consiste en une chromatogra- 
phic d'immunoaffinite et met en oeuvre une immobilisation d'antigenes LPS 
sur un support. 

FEUILLE DE BEMPtACEMENT 
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Des techniques de couplage d'antigenes LPS sur des supports 
ont certes deja ete decrites. Toutefois aucune d'entre elles n'est reellement 
satisfaisante, 

II a ainsi deja ete realise le couplage des antigenes LPS par 
^ rintermediaire de leurs fonctions hydroxyles sur des fonctions epoxy du 
support. a pH tres basique et done dans des conditions denaturantes pour les 
LPS, ce qui rend la capacite de tels supports tres faible voire inexploitable. 
(R.B. PICK et al. J, of Immunol. Method. 38 : 103-1 16 (1980) ; J. FOX et al. 
Infection and Immunity 20, 3 867-868 (1978)). 
^0 De meme, le couplage des antigenes LPS a ete effectue par 

les fonctions amines du ligand sur un support active comportant des 
fonctions cyanates et/ou imidocarbonates (gel sepharose active au bromure 
de cyanogene). (E, RODAHL et ai., Acta. pat. microbiol. immunol. scand. 
sect C, 92 : 247-25^ (198^^)). Or, les LPS contenant tres peu de fonctions 
amines disponibles, ils se couplent difficilement a ce type de gel. 

L'originalite de la technique utilisee seion la presente 
invention et decrite plus en detail ci-apres permet, elle, d'assurer de 
maniere efficace le couplage des antigenes LPS au support, 

C'est pourquoi la presente invention concerne des anticorps 
purifies specifiquement diriges contre les lipopolysaccharides (LPS) des 
bacteries gram negatif, caracterises en ce qu*ils sont purifies a partir d'un 
milieu les contenant par une etape de chromatographic d'immunoaffinite 
utilisant des antigenes LPS insolubilises, support dMmmunoaffinite 
comportant essentiellement la fraction lipide A et le noyau des LPS 
25 communs a de nombreux lipopolysaccharides de bacteries gram negatif, et 
en ce que apres separation des anticorps par immunoaffinie on realise un 
continual enrichissement de ces anticorps pour obtenir une fraction riche en 
IgM. 

II peut s*agir d'anticorps purifies specifiquement diriges contre 
les lipopolysaccharides (LPS) des bacteries gram negatif, caracterises en ce 
qu'ils sont obtenus avec un facteur d'enrichissement superieur a 500 et de 
preference superieur a 750, en realisant une chromatographic dMmmuno- 
affinite des anticorps anti-LPS presents dans des liqui/des biologiques, ladite 
chromatographic mettant en oeuvre la fixation desdits anticorps sur des 
antigenes LPS immobilises sur un support. 
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Par facteur d'enrichissement, on entend designer le rapport 
activite anticorps anti-LPS par mg ou g de proteines ou d'immunoglobulines 
de i'eluat sur activixe anticorps anti-LPS par mg ou g de proteines ou 
d*immunogJobulines du iiquide bioiogique d'origine, 

Les milieux contenant ces anticorps sont de preference des 
liquides bioiogiques qui peuvent etre de sources varices en particulier des 
plasmas ou serums humains ou encore des plasmas ou serums d'animaux. U 
peut s'agir en particulier de fractions enrichies en IgM, dans ce cas, I'etape 
de purification finale ne sera pas forcement necessaire. 

Selon un mode de realisation prefere de I'invention, les 
liquides bioiogiques utilises ont ete au prealable selectionnes par une 
methode ELISA pour leur specificite anti-LPS- Cette methcde bien connue 
de I'homme du metier ne sera pas explicitee ici en detail. 

La chromatographie par immunoaffinite mise en oeuvre selon 
I'invention repose done sur I'utilisation d'aniigenes LPS insolubilises qui 
retiennent les immunogiobuiines du melange dirigees contre eux, Ces 
immunoglobuJines sont ensuite recuperees apres dissociation des complexes 
antigene-anticorps. 

L'originalite de la technique proposee tient a la transforma- 
tion des groupements hydroxyles du LPS en groupements aldehydes tres 
reactifs qui permettent un couplage soit directement sur une resine portant 
des fonctions hydrazines ou amines (aminohexyl sepharose, hydrazide 
d'acide adipique sepharose, lysine sepharose, gelatine sepharose) soit sur 
une proteine, par exemple Talbumine d'origine humaine ou animale, qui 
sera elle-mSme couplee sur une resine activee, du sepharose active au 
bromure de cyanogene par exemple. 

Cette methode a ainsi Tavantage de laisser accessible le 
lipide A des LPS, c'est-a-dire la partie antigenique commune a tous les 
LPS- 

Les immunogiobuiines presentes dans le Iiquide bioiogique a 
purifier sont done retenues par ces antigenes LPS. Les anticorps fixes aux 
antigenes sont ensuite laves de fa^on a eliminer la piupart des molecules 
ne reconnaissant pas I'antigene puis recuperes par dissociation des 
complexes antigene-anticorps. 
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Cette etape de dissociation, I'elution, est une etap 
importante de rimmunopurification. L'elution est ie plus souvent reaiisee a 
I'aide d'un agent chimique, qui modifie les proprietes physico-chimiques de 
la solution, permettant ainsi la dissociation des complexes antigenes-anti- 
corps, sans pour autant alterer les proprietes biologiques des antigenes et 
des anticorps specif iques. 

L'elution a pH acide est la plus utilisee. Le pH doit &tre 
suffisamment acide pour garantir un bon rendement d'elution mais pas trop 
acide pour ne pas etre prejudiciable aux anticorps. II sera de preference de 
I'ordre de 2,5. On peut ainsi utiliser des tampons glycine-HCl et acetate de 
sodium. 

De preference, I'antigene LPS immobilise sur le support 
provient d'un mutant d'une bacterie gram negatif, depourvu de chaines 
laterales polyosidiques et constitue uniquement de lipide A et d'un noyau 
commun a de nombreux lipopolysaccharides de bacteries de gram negatif. 
Ce mutant possede ainsi des proprietes antigeniques communes a de 
nombreux LPS. 

II peut ainsi s'agir du mutant 35 d'E. coli O 111 ou du mutant • 
Re de Salmonella minnesota 595. 

Selon un mode privilegie de I'invention, on utilise le mutant 
35 dont la structure est la suivante : 



25 



30 



P P 



Glc — Hep Hep KDO Lipide A 



GlcNAc 



Glc 



KDO 



■KDO 



Ce mutant 35 d'E.Coli ne presente pas de chaine O-specifi- 
que et, son nucleus est d'autre part simpllfie. 11 est de ce fait un 
determinant antigenique commun a de nombreux LPS naturels et reconnatt 
les anticorps diriges centre le lipide A et le noyau. 
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A la fin de la chromatographie par immunoaffinite, I'ensemble 
de Tactivite anti-LPS se trouve alors concentre dans I'eluat : en une seule 
etape il est ainsi possible de purifier les anticorps d'un facteur d'environ 
500 a I 000 fois. 

La presente invention concerne plus particulierement les 
compositions a base d'lgM, notamment les IgM anti-LPS de bacteries gram 
negatif diriges contre le fragment lipide A - noyau des LPS communs a de 
nombreux LPS de bacteries- En effet, les exemples suivanis demontrent que 
I'activite therapeutique est essentiellement portee par les IgM, 

Compte tenu de leur purete proteique, les anticorps anti-LPS, 
objets de la presente invention peuvent etre administres a Panimal et/ou a 
rhomme, seuls ou en combinaison avec un autre compose dans une 
composition pharmaceutique. lis sont tout particulierement utiles dans la 
prevention ou le traitement des chocs endotoxiniques. 

La presente invention se rapporte done egalement aux 
compositions pharmaceutiques contenant au moins a titre de principe actif, 
des anticorps anti-LPS selon Tinvention. 

Les exemples et figures donnes ci-apres, a titre non limitatif, 
permettront de mettre en evidence d'autres caracteristiques et avantages 
de la presente invention. 

La figure 1 decrit I'activite anti-LPS d'un concentre 
d*anticorps anti-LPS purifies, objet de la presente invention. 

Exempie 1 t Immunopurification d'anticorps anti-LPS 

1) Materiel et methodes 



1.1- Preparation du support 

La reactivite chimique des LPS a ete rendue possible par 
clivage oxydatif au periodate de sodium des alphadiols portes par le KDO 
(le trisaccharide 2-ceto-3-desoxyoctonate, reliant le nucleus et le lipide A) 
et les OSes du nucleus (heptose et glucose), avec formation de fonctions 
aldehydes (reaction de Malprade). Ces fonctions aldehydes peuvent se 
condenser sur des fonctions amines ou hydrazines (reaction de Schiff) 
provenant soit d*un support chromatographique (par exempie hydrazide 

FEUfLLE DE ^EMPLACEMENT 
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Sepharose), soit d'une proteine (albumine serique bovine). La fonction imine 
formee peut etre ensuite stabilisee par reduction au borohydrure de sodium 
ou au cyanoborohydrure de sodium, 

5 a) Activation des LPS E.Coli 35 

Dans un tube Falcon 50 ml (Becton Dickinson) en polypro- 
pylene, sont introduits successivement 35 mg de LPS E. Coli 35 (List 
Biological Laboratories) en. solution dans de I'eau pour preparations 
injectables (soit environ 8 micromoles) et 0*35 ml d'une solution de 2,15 g 
10 NalO^ dans 100 ml d*eau PPI (soit 35 micromoles). Le tube est ensuite 
agile 2^ heures, dans I'obscurite et a temperature ambiante. 

b) Couplage des LPS sur gel d'Hydrazide d*Acide Adipique-Sepharose 

25 ml de gel sont laves sur verre fritte avec dans un premier 
temps, 1 litre d'eau PPI, puis 500 ml de tampon acetate 100 mM pH5, Dans 
un flacon de 250 ml en verre* on introduit le gel lave et essore, les 11 ml 
de la solution de LPS actives et environ 80 ml de tampon acetate. Le tube 
est agite 2U heures, a temperature ambiante dans Tobscurlte- 

Le gel est ensuite essore et lave sur verre fritte successive- 
2° ment avec 200 ml de tampon acetate et 200 ml d'une solution de NaCl 2M 
puis equilibre en tampon phosphate 100 mM pH 7,5. 

1.2. Essai d'immunopurification 

25 a) Chromatographie 

L*essai a ete realise sur une colonne IBF 25 contenant 30 ml 
de gel susmentionne. Outre la colonne, le systeme chromatographique se 
compose de : 

. une pompe peristaltique (Gllson, type minipuls 2), 
^0 . un detecteur UV, DO : 280 nm (Pharmacia, S.P.M* UV-l), equipe d'une 
cellule HR-10, 
. un enregistreur (Pharmacia, REC-^82). 

Avant Pinjection de la source d'anticorps dans la colonne, un 
essai a blanc est effectue : 

35 
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. lavage du gel avec 150 ml de tampon phosphate 0,1 M pH 7,5, 

. lavage du gel avec 150 ml de tampon glycine-HCl 0,1 M pH 2,5, 

. reequilibrage du gel avec 150 ml de tampon phosphate 0,1 M pH 7,5, 

La source a purifier est du plasma humain (600 ml) selectionne 
par methode ELISA pour sa speclficite anii-LPS. Ce plasma est dllue au 
demi dans du tampon phosphate 0,1 M pH 7,5 (soit 1 200 ml total). 

Les 1 200 ml de plasma dllue (25 g/f^ de proteines, titre en 
ELISA au 1/53^) ont ete injectes dans la colonne a un debit de 60 ml par 
heure, assurant un temps de sejour de 30 minutes. Apres lavage avec du 
tampon phosphate 0,1 M pH 7,5, les anticorps specif iques sont elues par du 
tampon glycine-HCl pH 2,5. L'eluat est neutralise extemporanement avec 
5 ml de tampon phosphate 0,5 M pH 7,5. 



b) Suivi analytique 

- Dosages des classes d'immunoglobulines M et A dans Teluat. 

lis sont effectues par nephelemetrie. 

On utilise un analyseur immunochimique (Immunochemistry 
Analyser ICS-U Beckman). Cet appareil mesure I'intensite de la lumiere 
deviee par des particules en suspension dans une cellule de detection. Ces 
particules proviennent de la reaction d'immunoprecipitation entre 
l*antigene que i'on veut doser, et I'anticorps. Selon le caiibrateur et 
I'anticorps utilises, on peut doser les classes d'immunoglobulines humaines, 
G, A, ou M, I'albumine ou la transferrine humaines. La precision est de 
I'ordre de 5 % au centre de la gamme, de 10 % aux faibles concentrations. 

- Dosage de la concentration proteique de Teluat. 

La concentration a ete evaluee a I'aide du dosage par BCA 
(acide bicinchoninique) (Kit PIERCE). 

Selon le principe de cette methode, les proteines provoquent 
en milieu alcalin la reduction de I'ion culvrique (Cu *) selon la reaction du 
Biuret. La reaction entre le sel de sodium de Tacide bicinchoninique (BCA) 
et I'ion cuivreux est sensible et tres specifique. Le complexe forme 
BCA-Cu"^ est soluble dans I'eau et montre une forte absorbance a 562 nm. 

Le dosage est realise de la maniere suivante : 
. 1 part de solution a % de sulfate de cuivre et 50 parts d'une solution de 
carbonate, bicarbonate, tartrate de sodium, de reactif BCA dans NaOH 
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0,2 M sont ajoutes a 0,1 mi de solution a doser ou 0,1 ml de tampon de 
dilution des echantiilons pour le blanc + 2 ml de reactif, I'ensemble est 
agite, incube 2 heures a temperature ambiante ou 30 minutes a 37°C puis 
revele a 562 nm contre le blanc de lecture ; 
5 . chaque echantilion est dose en triple ; on realise une gamme etalon de 
SAB (Pierce) et d'une preparation d'immunoglobulines humaines de 0,05 a 
I mg/ml. 

- Electrophorese sur gel de polyacrylamide 4/30 (Pharmacia) en presence de 
iO SDS 



- Dosage de I'activite anti-LPS dans la source, le filtrat et I'eluat 

II a ete realise comme suit: 
. adsorber pendant 16 heures a temperature ambiante sur les puits de 
plaques de microtitration en PVC (Falcon ref, 3912, Becton Dickinson), les 
LPS E.Coli 33 (List Biological Laboratories) a raison de 0,1 ml par puits 
d'une solution de LPS a 10 pg/ml dans du PBS contenant 1,6% (p/v) de 
MgCl2 et 0,01% (p/v) de merthiolate; 

. apres 3 lavages avec une solution a 0,9% NaCl (p/v) et 0,1% tween 20 
(v/v), les puits sont satures pendant 1 heure a temperature ambiante avec 
150 \}l d'une solution d'albumine serique bovine a 5% (p/v) dans du PBS. 
♦ apres 3 lavages avec une solution a 0,9% NaCl (p/v) et 0,1% tween 20 
(v/v), incuber 3 heures a 37"C les echantiilons a doser a differentes 
dilutions dans du PBS a 5% (p/v) d'albumine serique bovine. 
. apres 5 lavages avec une solution a 0,9% NaCl (p/v) et 0,1% tween 20 
(v/v), incuber 90 minutes a 37*'C avec 100 pi d'une solution d'immuno- 
globulines de chevre anti-immunoglobulines G + M humaines couplees a la 
peroxydase, diluees au l/^QQ 000 dans du tampon phosphate 0,1 M pH 7,5 
avec 0,1% d'albumine serique bovine. 

. apres 5 lavages avec une solution a 0,9% NaCl (p/v) et 0,1% tween 20 
(v/v), Tactivite enzymatique est revelee par addition d'orthophenylene 
diamine dans H2O2 0,03% (Diagnostics Pasteur) pendant 20 minutes a 
temperature ambiante en I'absence de lumiere (100 pi de substrat par 
puits); la reaction enzymatique est arrfitee par ajout de H250^ W (50 \il 
par puits). La densite optique de chaque puits est determinee a 492 nm, a 
I'aide d'un lecteur de microplaque ELISA (Molecular Devices, Vmax), 
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2) Resultats 

Le tableau I presente ci-apres et la figure 1 rendent compte 
des resultats obtenus. 

TABLEAU I 



10 



CONCENTRATION (g/1) 




- Proteines 
(BCA) 


0,61 


- IgG 

(nephelemetrie) 


0,26 


- IgM 

(nephelemetrie) 


0,33 


- IgA 

(nephelemetrie) 


0,0ft 


- Ig totales 

(IgG + IgM * IgA) 


0,63 


TITRE 


1/1050^ 


PURETE ELECTROPHORETIQUE 
des Ig totales 


90% 



15 



20 



25 



30 



35 
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Les concentrations proteiques, correspondant au titre (dilution 
de I'echantiiJon qui donne un signal egal a la moitie de la densite optique 
maximale, soit 1,3/2 = 0,65) du plasnna de depart et de I'eluat, sont 
respectivement de ; 

0,1ml X 25 mg/nnl = 0,0l^72 mg 

- = '*7,2 Mg 

53 

O.lmi X 0,63mg/ml = 0,00006 mg 

= 60 ng 

1 050 

soit une "difference" de t7 200 mg 



15 



60 mg 



= 787; 



25 



cette valeur peut §tre assimilee a un coefficient d'enrlchissement. 

On peut evaluer le rendement de la purification par le biais 

20 du rapport : 

(titre X volume) eluat 

X 100 

(titre X volume) plasma de depart 

soit 1 050 X 30 

X 100 // 50% 

53 X 1 200 

D'une part cette valeur est toute relative, d'autre part la 
perte en anticorps n'est pas dramatique, dans la mesure ou elle est dOe 
principalement aux anticorps de faible affinite, peu interessants pour les 
applications envisagees. 



30 



35 
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Exempte 2 : Preparation et caracterisation d'un melange concentre d'IgG et 
d4gM piasmatiques humains diriges centre les LPS 

I) Materiel et methodes 

5 

l.K Preparation d'un melange IgG/igM anti-LPS 

Vingt quatre eluats d'immunopurification sont decongeles a 
temperature ambiante. Le melange est ensuite soumis a une diafiltration 
sur membrane YM 100 (76 mm de diametre, seuil de coupure 100 kD), 
(AMICON) avec du tampon phosphate 20 mM pH7 contenant 0,9 % (p/v) de 
NaCl. Lorsque le volume total du melange se trouve abaisse a une valeur 
d'environ ^0 ml, celui-ci est preleve et fiitre successivement sur filtre 
Minisart 5[im puis 0,22 \in\ (SARTORIUS)- 

Comme decrit precedemment, les classes d'immunogiobulines 
G, M et A sont dosees par nephelemetrie a I'aide d'un analyseur 
immunochimique Beckman ICS-li- 

1.2. Caracterisation en ELISA du melange IgG/IgM anti LPS 

La specificite du melange immunopurifie et concentre 
d'immunogiobulines polyclonales humaines anti LPS a ete evaluee en 
ELISA, en comparaison avec celie des immunoglobulines polyvalentes 
intraveineuses obtenues par fractionnement de Kistler-Nichmann modifie, 
de pools piasmatiques d'au moins 1000 donneur de sang (Polygamma de Bio 
Transfusion, France), vis-a-vis du LPS de E Coli 3S (Eurobio) et d'autres 
bacteries gram negatif : E Coli 0111 : B ^, Salmonella Minnesota R5, 
Klebsiella Pneumoniae, Pseudomonas Aeruginosa (Sigma). 

Le protocole utilise pour ces evaluations est identique a celui 
decrit precedemment (exemple 1). 

2) Resultats 

La concentration des classes IgG, IgM et IgA dans le melange 
anti-LPS est de 6,1, 3,1, et 0,9 g/1 respectivement. 

Le melange anti-LPS reconnait les LPS des 4 souches sauvages 
testees (Tableau 2), Les titres mesures pour les LPS des souches sauvages 
sont un peu plus faibles que celui obtenu vis-a-vis de la souche mutante E 
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Coli 35. Ceci s'explique, d'une part par Je mode de preparation de ces 
anticorps, immunopurifies sur E Coli J5 immobilises, d'autre part par le fait 
que ces anticorps ne peuvent se fixer que sur le noyau des LPS, lequei se 
trouve plus ou moins accessible en fonction de I'importance des chalnes 
laterales polyosidiques sur les LPS des souches sauvages. 

TABLEAU 2 



LPS 


Concentrations proteiques nC^^ 
correspondant au titre^ donnant 

un signal egal a la moitie de la Enrichissement 

densite optique maximale 

(n = nombre de sites de liaison 

avec I'antigene). 


nC^Q de Ja 
Polygamma 
(mgl-1) 


"^50 '^^ Rapport 
melange nC^^ Polveamma 
('"S'-D nC^Q melange 


E. Coli J5 


333 


^ 111,0 


E. Coli 0111 : 


125 




S. Minnesota R5 


333 


10 33,3 


K. Pneumoniae 


250 


10 


25,0 


P. Aeruginosa 


S33 


20 


M,7 
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Le produit Polygamma reconnait egalement les LPS des 
souches utilisees ; mais dans le cas present tous les anticorps s nt pris en 
connpte, a la fois ceux diriges contra le noyau et ceux diriges centre les 
chalnes laterales* 

Malgre la perte supposee des anticorps diriges contre les 
chalnes laterales des LPS lors de i'etape d'immunopurification sur E Coli J5 
immobilises, un enrichissement en activite anti-LPS peut ^tre constate dans 
le melange par rapport au produit Polygamma, Cet enrichissement est bien 
entendu mis en evidence pour le LPS de E Coli J5 mais aussi pour ceux de 
Salmonella Minnesota R5, Klebsiella Pneumoniae et Pseudomonas Aeru- 
ginosa, et dans une proportion plus modeste pour le LPS de E Coli 0111 : 
B4, souche pour laquelie la reponse anticorps natureile chez I'homme 
semble plus signif icativement dirigee contre les chalnes laterales. 

Exemple 3 ; Activite pharmacologique in vitro du melange concentre 
IrG/IrM anti-LPS 

1/ Determination de i'activite anti-LPS du melange immuno- 
purification IgG/lgM a Taide d'un essai d'inhibition de multipiication de 
virus bacteriophages 



1,L) Materiel et methodes 

Le virus bacteriophage ^ X 174 tient son infectivite vis-a-vis 
de l'h6te E Coli de la reconnaissance specifique des lipopolysaccharides des 
parois de E Coli en presence d'ions Ca2+ (A.M. FIELD, E. ROWAIT et R.J.P. 
WILLIAMS in Biochem J. 263, 695-702 (1989). Nous avons done mis en 
oeuvre cette propriete dans un essai d'inhibition de multiplication des virus 
J2f X 17^^ en ajoutant des immunogiobulines ayant un titre anti-LPS de E 
Coli. Le titrage des phages est realise par dilutions decimales du stock 
primaire de virus dans le diluant contenant la souche sensible. Les dilutions 
sont mises a incuber en presence de gelose de surface liquide, puis versees 
sur les boltes de Petri contenant la gelose nutritive en profondeur. 

Apres incubation 18 a 24h a 37**C, les bottes sont lues selon le 
nombre de plages de lyse obtenues. 
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Les tares sont exprimes en unites formant plages (UFP/ml). 
L'activite du melange immunopurif ie concentre IgG/IgM 
anti-LPS (cf exemple 2) a ete evaluee sur ce modele en comparaison avec 
celle des immunogiobulines polyvalentes intraveineuses (Polygamma de BIO 
5 Transfusion). 

K2.) Resuitats 

Par rapport au titre initial de virus dans le stock primaire (6 X 
10 10^ UFP/mJ) on constate un effet inhibiteur de multiplication de 3,U Log 
pour une solution a 10 mg/mi d*immunoglobulines non specifiques. 

L'effet inhibiteur s'estompe avec la dilution, puisqu'a 0,625 
mg/ml on ne mesure plus qu'une difference de 1,^S Log (tableau 3). 



15 TABLEAU 3 

Inhibition de la Multiplication de iZT X 17^ 
en fonction de la concentration en Polygamma 





Concentration 


Titre : (N) 




20 


en Polygamma 


en UFP/ml 


Log N 




(mg/ml) 








10 


t,50 lo'*' 


<J,65 




5 


1,00 10^ 


5,00 




2,5 


1,50 lo' 


5,18 


25 


1,25 


IM 10^ 


6,15 




0,625 


2,0«f 10^ 


6,31 



L'activite inhibitrice de la multiplication des phages 0x17^^ 
30 en fonction de la concentration du melange de IgG/IgM anti LPS est 
exprimee dans le tableau ^. 
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TABLEAU H 



Inhibition de la multiplication de p x 17 it 
fonction de la concentration en melange IgG/IgM 



^concentration 

en melange IgG/IgM 

anti-LPS (mg/ml) 


litre (N) 
en UFP/ml 


log N 


10 


2,85 


10^ 






5 


5,55 


10^ 


3,7* 




2,5 


6,80 


10^ 


3,83 




1,25 


1,13 


lo'^ 


^,05 




0,625 


2,3* 


lo'^ 


*,37 
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L'effet inhibiteur est tres significativement plus important 
dans le cas du melange immunopurifie IgG/IgM anti-LPS que dans celui du 
produit PoJygamma, en particulier aux concentrations 1,25 mg/ml et 0,625 
mg/mi ou la difference d*activite est d'un ordre de 100 (2 log) ; Ainsi une 
activite anti LPS supportee par des anticorps se trouve beaucoup plus 
concentree dans le melange immunopurifie que dans les immunoglobulines 
polyvalentes intraveineuses (Polygamma) ; iadite activite se traduit par une 
fixation des anticorps sur les LPS des parois des bacteries en culture^ 
fixation tres prejudiciable a la reconnaissance de la parol bacterienne par 
10 le phage. 

2/ Determination de I'activite anti-LPS du melange immuno- 
purifie IgG/IgM, a Taide d'un essai d'inhibition de la secretion de TNFO( 
par des macrophages peritoneaux murins sensibilises aux LPS. 

15 

2.1.) Materiel et methodes 

Sous Taction des endotoxines bacteriennes, les monocytes/ma- 
crophages secretent du TNF et d'autres monokynes (ILI, IL6..,) ; le TNF 
20 est done un bon marqueur de Paction des endotoxines. 

Les macrophages peritoneaux murins sent preleves chez 3 
souris BALB/C ayant re^u 7 jours auparavant 0,5 ml d'adjuvant complet de 
Freund par voie intraperitoneale- Ainsi, 5 ml de milieu complet RPMI 16^f0 
supplemente en glutamine, antibiotiques et ultrose HY 1 % (v/v) (IBF) sont 
25 injectes dans la cavite peritoneale de chaque souris, puis reaspires et 
melanges- 

Apres 3 lavages en milieu de Hanks, le culot cellulaire est 
remis en suspension dans le milieu complet. On obtient environ 1 50 millions 
de cellules dont 60 millions de macrophages. Une solution ajustee a 
10^ macrophages par ml (2,5 10^ cellules peritoneales/ml) dans le milieu 
complet est preparee, 100 pi de cette solution sont distribues dans des puits 
de microplaques (96 puits). Apres incubation 3 heures a 37*'C dans 
I'incubateur a CO2J les surnageants sont elimines : seuls les macrophages 
restent adsorbes sur le fond des micropuits. On ajoute alors 100 pi 
^5 d'anticorps a tester (ou 100 pi de milieu complet seul) dilues dans le milieu 
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complet puis 100 |jl de LPS dilues egalement dans le milieu compiet. Trois 
puits sont consacres par dilution d'anticorps et par dilution de LPS. 

Apres 2^ heures d'incubation, les surnageants sont preleves : 
ies 3 surnageants de chaque "situation" sont melanges pour disposer ainsi 
d'assez de volume pour etre doses en ELISA. Les surnageants sont ensuite 
congeles a -^CC et le dosage du TNF alpha est realise en differe* Le 
dosage du TNF alpha murin est realise a Taide du lait ELISA produit par les 
Laboratoires GENZYME et commercialise par la societe TEBU. U s'agit d'un 
dosage de type sandwich avec un anticorps monoclonal de hamster 
anti-TNF alpha murin adsorbe sur les microplaques. Apres incubation avec 
ie TNF alpha, on incube avec des anticorps polyclonaux de chevre anti-TNF 
alpha murin. Enfin, apres incubation avec des anticorps polyclonaux d'Sne 
anti-immunoglobulines de chevre marques a la peroxydase, les immune- 
complexes sont reveles par Taction de la peroxydase sur de Torthophenylene 
diamine et lecture de la densite optique a ^92 nm. 

Deux souches de LPS ont ete utilisees : le LPS de E, Coli 35 et 
le LPS de E. Coli 055 = B5 (souche sauvage)- 

La preparation d'anticorps IgG/IgM immunopurifies anti-LPS a 
ete evaiuee quant a son pouvoir d'inhiber la secretion de TNF par ies 
macrophages sensibiiises aux LPS susmentionnes, en comparaison avec le 
produit Polygamma (Bio Transfusion). 
2.2.) Resultats 

Les resultats obtenus sont resumes figure 2 pour le melange 
anti-LPS et figure 3 pour le Polygamma (symbolisee par GVP pour gamma 
polyvalantes intraveineuses). 

Le melange anti-LPS inhibe tres significativement et de 
maniere dose dependante Taction du LPS de E. Coli J5 comme celle du E. 
Coli 055 = B5. 

Ainsi ces anticorps immunopurifies sur E. Coli J5 immobilises 
(souche mutante depourvue de chalnes laterales) sont capables de 
neutraiiser tres efficacement dans un systeme d'evaluation biologique in 
vitro I'action de LPS de souches sauvages. Ces anticorps montrent ainsi 
clairement leur interet potentiel pour la prevention et/ou le traitement du 
choc endotoxinique. 

En revanche, le produit Polygamma n'inhibe que partiellement 
i'action des LPS, et ce a des doses au moins 100 fois superieures a celles du 
melange immunopurifie anii-LPS. 
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Exemple ^ : Preparation et caracterisation d'un concentre d'IgM 

plasmatiques humaines et d'un concentre d'IgG Dlasmatiques 
humaineSy dirigee centre Jes LPS 

^ 1) Materiel et methodes 

1.1, Preparation de chacun des 2 concentres . 

Le melange concentre d'lgM/IgC obtenu et decrit precedem- 
ment (exemple 2) est reconcentre dans un volume de ti- mi avant d'etre 
^0 chromatographie par tamisage moieculaire sur gel ACA 3^ (IBF). Les 
classes d'immunoglobuiines (G, M, A) sont dosees en nephelemetrie. 

1.2. Caracterisation en ELISA de chacune des preparations IgM et [gG 
anti-LPS 

La specificite des deux fractions a ete evaluee en ELISA^ en 
comparaison avec celle du melange initial immunopurifie IgG/IgM anti-LPS 
et avec celle des immunoglobulines polyvalentes intraveineuses (Polygamma 
de Bio Transfusion), vis-a-vis du LPS de E. Coii 35 (Eurobio) et d'autres 
bacteries gram negatif : E. Coli 0111 : B^^, Salmonella Minnesota R5, 
Klebsiella Pneumoniae, Pseudomonas Aeruginosa (Sigma). Le protocole 
utilise pour ces evaluations est identique a celui decrit precedemment 
(exemple 1). 

2) Resultats 

^ Les concentrations des concentres IgM et IgG anti-LPS en IgM, 

IgG et IgA sont de 9, 0,7 et 1 g/1 pour le concentre en IgM, et 0,8, 12,5 et 
0,^ g/1 pour le concentre en IgG. 

Les IgM et les IgG anti-LPS prepares reconnaissent en ELISA 
les LPS des ^ souches sauvages testees. En apparence, les IgG semblent 

0 montrer un titre un peu plus important, mais compte tenu du fait que les 
IgM ne peuvent pas se lier a I'antigene adsorbe sur phase solide par tous 
ses sites de liaison, il est difficile de tirer une conclusion plus precise. 
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Exemple 5 ; Determination de I'activ ite anti-LPS preparation. H.rf ,M 
plasmatiqu es humaines et d'IgG piasmAtiques humain^. 
diriges centre les LPS 

Le protocole utilise est identique a celui expose dans 
I'exemple 3 (2.1). 

Deux souches de LPS ont ete utilisees dans ce modele : le LPS 
de E. Coli 35 et le LPS de E. Coll 055 : B5. 

Les resultats obtenus sont resumes figure 4 (IgM) et figure 5 

(IgG). 

La preparation d'IgM anti-LPS inhibe tres significativement et 
de maniere dose dependante I'action des LPS E. Coli 35 et E. Coli 055 : B5. 
Les IgM anti-LPS sont ainsi capables de neutraliser tres efficacement dans 
un systeme d'evaluation biologique in vitro I'action de LPS de souches 
sauvages. Les IgM montrent ainsi clairement leur inter§i potentiel pour la 
prevention et/ou le traltement du choc endotoxinique. 

En revanche, la preparation d'IgG anti-LPS n'inhibe que 
partiellement I'action des LPS. Peut-^tre mSme les IgM residuelles 
pourraient expliquer partiellement, voire totalement I'effet de la 
20 preparation d'IgG. 

Ainsi I'activite neutralisante des IgM polyclonals anti-LPS est 
tres superieure a celle des IgG polyclonales, peut-etre en raison du poids 
moleculaire important des IgM et des nombreux sites de fixation de 
I'antigene presents sur I'IgM, permettant ainsi a I'IgM de pieger 
efficacement les LPS qui sont des structures assez volumineuses. 
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REVENDICATIONS 



1. Anticorps purifies specifiquement diriges centre les 
^ lipopolysaccharides (LPS) des bacteries gram negatif, caracterises en ce 

qu'iis sont purifies a partir d*un milieu les contenant par une etape de 
chromatographie d'immunoaffinite utilisant des antigenes LPS insoiubilises, 
support dMmmunoaffinite comportant essentieilement la fraction lipide A 
et le noyau des LPS connmuns a de nombreux lipopolysaccharides de 
10 bacteries gram negatif, et en ce que apres separation des anticorps par 
immunoaffinie on realise un continue! enrichissement de ces anticorps pour 
obtenir une fraction riche en IgM- 

2. Anticorps purifies selon la revendication I, caracterises en 
ce que les antigenes LPS sont immobilises sur un support de maniere a 

15 laisser accessible leur lipide A auxdits anticorps, 

3. Anticorps purifies seion la revendication 1 ou 2, caracterises 
en ce que les antigenes LPS sont lies au support par couplage de ieurs 
fonctions aldehydes, issues de la. transformation de Ieurs fonctions 
hydroxyles, avec des fonctions hydrazines ou amines. 

20 Anticorps purifies seion Tune queiconque des revendications 

i a 3, caracterises en ce que les antigenes sont couples soit directement sur 
une resine portant des fonctions hydrazines ou amines, soit sur les fonctions 
amines d'une proteine, elle-meme liee a un support. 

5. Anticorps purifies seion la revendication caracterises en 
25 ce que I'antigene LPS est couple a du gel d*agarose sur lequel sont fixees 

des fonctions hydrazines ou amines.. 

6. Anticorps selon Tune des revendications 1 a 5, caracterises 
en ce que Tantigene LPS utilise provient d'un mutant d'une bacterie gram 
negatif depourvu de chalnea idterales polyosidiques et constitue uniquement 

30 de lipide A et d'un noyau commun a de nombreux lipopolysaccharides. 

7. Anticorps selon la revendication 6, caracterises en ce que 
I'antigene LPS provient du mutant 35 d'E. coli 0111. 
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8, Anticorps selon I'une des revendications 1 a 7, caracterises 
en ce que les liquides biologiques sont des plasmas ou serums humains ou 
des plasmas ou serums d'antmaux. 

9, Anticorps selon les revendications I a 8, caracterises en ce 
que les liquides biologiques comportent une activite anti-LPS. 

10, Anticorps selon les revendications 1 a 9, caracterises en ce 
qu^l s'agit d'un melange d'IgM, IgG et/ou IgA. 

11, Anticorps selon les revendications 1 a 10, caracterises en 
ce qu'il s'agit de IgM. 

12, Anticorps selon les revendications 1 a 11, caracterises en 
ce qu'iis presentent une purete proteique superieure ou egale a 50 96, 

13, Anticorps selon les revendications 1 a 12, utiles pour la 
prevention ou le traitement des chocs endotoxiniques* 

1^. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu*elle 
contient au moins des anticorps selon Tune des revendications I a 13, 
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DILUTION 
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EFFET DU MELANGE (IgG+IgM) ANTI 
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E 3 
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2" 



1 
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LPS 

d sons Ig 
^ 29,3 Mg/ml 

(98j«MfgG+16fjM(gM) 
[S] 58,59 pg /ml 

{195pMlgG+33pMlgM) 
0 117,19 ug/ml 

(390;iMlgG+65^MlgM) 
□ 234,38 pq/ml 

(780)iMlgfe+130;jMlgM) 
£3 468,75 fjq /ml 

(1^6mMlgg+q26mMlgM) 
@ 937,5 >jg/ml 

(^12mMlgG+q52mMlgm) 
0 1875 pg /ml 

(6,24mM lgG+1p4mM Igm) 
■ 3750pg/ml 

(l^mMlgG+208mMlgm) 
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EFFET DE5 GVP 
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EFFET DES IgM 




□ sans Ig 

□ lgM42ug/ml{p,04mM) 
g lgM84ug/ml(Q09mM) 
m lgM169ug/mg(0,17mM) 

m lgM338ug/mg(0^5mM) 
■ lgM625ug/mg(0^69mM) 



LPS E COLI J5 en ng/ml 
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EFFET DES IgM 
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EFFET DE5 IgG ANTI LPS 
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O sons Ig 

0 lgG28^g/ml(0,19mM) 

[D IgG 57fig/inl (0;38mM} 

0 lgG113;jg/ml(0,76mM) 

■ lgG227jig/ml(1^51mM) 
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